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广枣提取物大鼠肠外翻的吸收研究
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摘要：目的　研究广枣提取物中２种主要代表性成分没食子酸和原儿茶酸在大鼠不同肠段、不同时间的吸收规律。方法　构建
大鼠肠外翻模型，应用 ＨＰＬＣ法测定广枣提取物肠吸收液中没食子酸和原儿茶酸含量，计算其吸收参数，并分析其在大鼠小肠
不同部位、不同时间的吸收特征。结果　２．５ｈ为肠外翻最终检测时间点，在建立的分析色谱条件下，没食子酸和原儿茶酸色谱
峰处台氏液和广枣提取物中其他成分对其无干扰，专属性良好。广枣提取物中原儿茶酸和没食子酸在各肠段均为线性吸收，ｒ２

值均达到０．９０以上，不同肠道部位的累计吸收结果为：十二指肠＞空肠＞回肠＞结肠。结论　广枣提取物中原儿茶酸和没食子
酸在肠道的吸收特征符合零级吸收速率，其最佳吸收部位为十二指肠。
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　　广枣系蒙古族习用药材，为漆树科植物南酸枣
（Ｃｈｏｅｒｏｓｐｏｎｄｉａｓ　ａｘｉｌｌａｒｉｓ（Ｒｏｘｂ．）Ｂｕｒｔｔ　ｅｔ　Ｈｉｌｌ）的
干燥成熟果实，具有养心安神、行气活血之功效，临床
用于治疗心悸气短、心神不安、气滞血瘀、胸痹作痛等
症［１］。药物胃肠道吸收动力学研究是药物代谢动力
学研究中的重要组成部分，口服药物的胃肠道吸收是
影响药物生物利用度和变异性的重要因素，了解药物
的胃肠道吸收特征，对于药物的剂型、指导临床合理
用药具有重要的意义［２］。目前研究药物在肠内吸收
的实验方法主要有整体法、体外法、体内法，其中体外
吸收模型的建立使原本复杂的动物实验相对简单

化［３］。外翻肠囊法俗称肠外翻法，起初用于研究葡萄
糖和氨基酸在肠道的代谢、转运，１９５４年由 Ｗｉｌｓｏｎ　Ｔ

Ｈ等［４］创建，这种模型已成功应用于药物在肠道的
吸收、转运、代谢等方面，是一种能够快速反映药物吸
收行为的体外方法。本研究小组前期建立了广枣提
取物中没食子酸和原儿茶酸的质量控制方法，为本实
验研究奠定了一定的基础。因此，本研究采用外翻肠
囊法和 ＨＰＬＣ法来探讨广枣提取物中代表性成分没
食子酸和原儿茶酸在大鼠不同肠段、不同时间的吸收
特征。

１　仪器与材料

１．１　仪器　ＡＬＣ－Ｍ 型组织器官水浴系统（上海奥
尔科特生物科技有限公司）；１２６０型高效液相色谱仪
（美国安捷伦公司）；ＲＥ－５２Ａ旋转蒸发器（上海亚荣
生化仪器厂）；ＨＣ－３０１８Ｒ高速冷冻离心机（科大创新
股份有限公司中佳分公司）；ＭＴＮ－２８００Ｗ 型氮吹仪
（ＡＵＴＯ　ＳＣＩＥＮＣＥ公司）；优质 ＵＰＴ－ＩＶ－５Ｔ超纯水
制备机（成都超纯科技有限公司）；ＢＰ２１１Ｄ电子天平
（德国Ｓｔａｒｔｏｒｉｕｓ公司）。

１．２　试药　没食子酸、原儿茶酸对照品（没食子酸批
号１１０８３１－２０１２０４，原儿茶酸批号１１０８０９－２０１２０５，质
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量分数均为９８％，购自中国食品药品检定研究院）；
甲醇、磷酸（ＨＰＬＣ级，美国Ｆｉｓｈｅｒ公司）；高纯水（自
制）；其余试剂均为分析纯；广枣药材经陕西中医药大
学王西芳教授鉴定为漆树科植物南酸枣的干燥成熟

果实，购自安徽药材市场；广枣提取物，由陕西步长制
药有限公司提取；没食子酸（药材中含２．１２％，提取
物中含１０．２５％），原儿茶酸（药材中含３．５１％，提取
物中含１８．５６％）。

１．３　实验动物　ＳＰＦ级健康雄性ＳＤ大鼠，体质量
为１８０±２０ｇ，由西安交通大学医学部实验动物中心
提供，生产许可证号：ＸＪＴＵ－（陕）２０１１－００４５。

２　方法

２．１　试液及样品的制备

２．１．１　台氏缓冲液　分别准确称取氯化钾、磷酸二
氢钠、氯化钠、氯化镁和碳酸氢钠０．２８，０．０５，８．０，

０．１０和１．０ｇ，溶于５００ｍＬ三蒸水中，密闭冷藏；准
确称取氯化钙０．２０ｇ，加５００ｍＬ三蒸水溶解，密闭
冷藏；使用前将二者混匀，随后加入１．０ｇ葡萄糖完
全溶解，即得。

２．１．２　对照品溶液　分别精密称取没食子酸和原儿
茶酸对照品８．５３１和５．２４２ｍｇ，置于同一１０ｍＬ棕
色量瓶中，加甲醇溶解，超声，定容，制成１ｍＬ分别
含没食子酸和原儿茶酸０．８５３　１和０．５２４　２ｍｇ的溶
液，密封冷藏，备用。

２．１．３　广枣药液　准确称取１．２０ｇ广枣提取物，加

１００ｍＬ台氏液超声完全溶解，制成质量浓度为１２
ｇ·Ｌ－１的广枣含药台氏液。

２．２　分析方法的建立　色谱柱：Ｋｒｏｍａｓｉｌ　Ｓｕ　Ｃ１８（２５０
ｍｍ×４．６ｍｍ，５．０μｍ）；流动相：甲醇－４ｍＬ·Ｌ

－１磷酸

水溶液；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长：２７０ｎｍ；柱
温：３５℃；进样量：１０μＬ

［５］。

２．３　外翻肠囊模型的制作与取样　取ＳＤ大鼠，禁
食１２ｈ，脱臼处死。沿腹中线剪开皮肤和肌肉组织，
找到胃幽门，自胃幽门下分别截取等长的十二指肠、
空肠、回肠和结肠段。将截取后的肠管置于含有０℃
台氏液的培养皿中冲洗至无小肠内容物，用硅胶导管
类似拨袖套方式小心将肠道内表面翻转至外表面，用

０℃台氏缓冲液冲洗内表面至干净，将针头一端插入
肠管中并用丝线结扎，另一端用丝线结扎成囊状，保
证结扎肠管长度一致和无破损。将肠管固定在盛有

２５ｍＬ、３７℃恒温浴槽中，通入９５％Ｏ２和５％ＣＯ２的
混合气体，在肠管中注入２．０ｍＬ台氏液平衡５ｍｉｎ，
将质量浓度为１２ｇ·Ｌ－１的广枣提取物含药台氏液
加入浴槽，在０．５，１．０，１．５，２．０，２．５，３．０和３．５ｈ后
分别从肠管内液取样３００μＬ，同时补充等体积的３７

℃ 空白台氏液。样品放入干净的ＥＰ管中，－２０℃
保存，待用［６－７］。

２．４　样品的处理　吸取２５０μＬ样品，使用氮吹仪吹
干，加５００μＬ甲醇超声３０ｍｉｎ，以３　０００ｒ·ｍｉｎ

－１离

心５ｍｉｎ，取上清液，氮气吹干，加２５０μＬ体积分数
为７０％的甲醇复溶，用０．２２μｍ滤器滤过。

２．５　肠活性评价实验　肠细胞受损时，会迅速释放大
量的乳酸脱氢酶（ＬＤＨ），采用酶标法于４５０ｎｍ处测定
吸光度值来检测单位面积内小肠释放ＬＤＨ的活力，从
而对小肠活性进行评价。分别对０．５，１．０，１．５，２．０，

２．５，３．０和３．５ｈ的肠吸收液样品进行ＬＤＨ检测。

２．６　专属性实验　比较空白台氏液、没食子酸和原
儿茶酸混合对照品、广枣提取物肠吸收液色谱行为，确
定在原儿茶酸和没食子酸色谱峰处杂质不干扰测定。

２．７　药物累计吸收量的计算　药物累计吸收量按照

Ｑ＝ＣｎＶ０＋Ｖ１∑ ｎ－１
ｉ＝１Ｃｉ计算，Ｑ为药物各时间点的累

计吸收量，Ｖ０为加入肠囊空白台氏液的体积（ｍＬ），

Ｖ１为每次取样的肠吸收液体积（ｍＬ），Ｃｎ为各时间点
取样的实际检测质量浓度，Ｃｉ为样品质量浓度。

２．８　统计学处理　数据采用ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ
１７．０统计软件。组间数据比较采用单因素方差分
析，组内数据比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异具
有统计学意义，显著性水平α＝０．０５。

３　实验结果

３．１　肠细胞活性评价　与０ｈ时ＬＤＨ的活性值比
较，０．５，１．０，１．５，２．０和２．５ｈ的活性值差异均无统
计学意义（Ｐ＞０．０５），随着时间的延长，３．０和３．５ｈ
的活性值与初始值比较差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），表明肠活性已经遭到严重破坏，因此本实验确
定２．５ｈ为肠外翻最终检测时间点。见图１。

图１　不同时间点单位面积肠组织释放ＬＤＨ的漏出量（ｘ±ｓ，
ｎ＝６）

注：与０ｈ时刻ＬＤＨ值比较＊＊Ｐ＜０．０１。
Ｆｉｇ．１ＬＤＨ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｖａｌｕｅ　ｐｅｒ　ｕｎｉｔ　ａｒｅａ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ　ｐｏｉｎｔｓ
ｉｎ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｔｉｓｓｕｅ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｎｏｔｅ：ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　０ｈＬＤＨ＊＊Ｐ＜０．０１．
３．２　专属性实验　在建立的 ＨＰＬＣ色谱条件下，没
食子酸和原儿茶酸色谱峰处台氏液和广枣提取物中
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其他成分对其无干扰，且二者峰形较好，说明方法专
属性良好。见图２。

图２　广枣提取物专属性ＨＰＬＣ图
Ａ．空白台氏液；Ｂ．没食子酸和原儿茶酸混合对照品；Ｃ．广枣
提取物肠吸收液；１．没食子酸；２．原儿茶酸
Ｆｉｇ．２ＨＰＬＣ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｈｏｅｒｏｓｐｏｎｄｉａｔｉｓ　Ｆｒｕｃｔｕｓ　ｅｘｔｒａｃｔｓ　ｉｎ　ｔｈｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
Ａ．ｂｌａｎｋ　ｓａｍｐｌｅ；Ｂ．ｍｉｘｅｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｏｆ　ＧＣ　ａｎｄ　ＰＡ；
Ｃ．ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｏｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｌｉｑｕｉｄ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｈｏｅｒｏｓｐｏｎｄｉａｔｉｓ　Ｆｒｕｃｔｕｓ
ｅｘｔｒａｃｔｓ；１．ｇａｌｌｉｃ　ａｃｉｄ；２．ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ　ａｃｉｄ

３．３　广枣提取物中原儿茶酸和没食子酸的吸收情况

　广枣中的没食子酸和原儿茶酸均能透过大鼠小肠
吸收，以原儿茶酸和没食子酸不同时刻的累计吸收质
量浓度对时间作相关回归分析，二者在各肠段的吸收
均为线性吸收，其ｒ２ 值均达到０．９０以上。见图３。

图３　没食子酸和原儿茶酸在不同时刻不同肠段时间－累计吸
收曲线（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ａ．没食子酸；Ｂ．原儿茶酸
注：同一肠段各时刻累计吸收质量浓度与０．５ｈ时刻累计吸
收质量浓度比较＊Ｐ＜０．０５；同一时刻不同肠段累计吸收质量
浓度与结肠段累计吸收质量浓度比较＃Ｐ＜０．０５。
Ｆｉｇ．３Ｔｉｍｅ－ｔｏｔａｌ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ＧＣ　ａｎｄ　ＰＡ　ａｔ　ｄｉｆｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ａ．ｇａｌｌｉｃ　ａｃｉｄ；Ｂ．ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ　ａｃｉｄ
Ｎｏｔｅ：ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｓｅｇｍｅｎｔ，ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　０．５ｈｖａｌｕｅ ＊Ｐ＜
０．０５；ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｍｏｍｅｎｔ，ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ａｃｃｕｍｕ－
ｌａｔｉｖｅ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｌｏｎ＃Ｐ＜０．０５．

３．４　小肠不同部位没食子酸和原儿茶酸累计吸收量
的比较　没食子酸在０．５ｈ回肠和结肠段没有吸收，
但十二指肠和空肠段有明显吸收，原儿茶酸在０．５ｈ
时各肠段均有吸收，随着时间的延长，没食子酸和原
儿茶酸累积吸收量也不断增加，２．５ｈ时吸收值达到
最大，同一时刻二者在各肠段的吸收趋势依次为：十
二指肠＞空肠＞回肠＞结肠。见图４。

图４　没食子酸和原儿茶酸在不同时刻不同肠段累计吸收量

（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ａ．没食子酸；Ｂ．原儿茶酸

注：同一肠段各时刻累计吸收量与０．５ｈ时刻累计吸收量比

较＊Ｐ＜０．０５；同一时刻不同肠段累计吸收量与结肠段累计吸

收量比较＃Ｐ＜０．０５。

Ｆｉｇ．４Ｔｈｅ　ｔｏｔａｌ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｏｆ　ＧＣ　ａｎｄ　ＰＡ　ａｔ　ｄｉｆｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅｓ

ａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ａ．ｇａｌｌｉｃ　ａｃｉｄ；Ｂ．ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ　ａｃｉｄ

Ｎｏｔｅ：ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｓｅｇｍｅｎｔ，ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ

ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　０．５ｈｖａｌｕｅ ＊Ｐ＜０．０５；

ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｍｏｍｅｎｔ，ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ

ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ｃｏｌｏｎ＃Ｐ＜０．０５．

４　讨论
为了确保实验数据与体内吸收有良好的相关性，

在含药台氏液样品的制备过程中，以有效剂量为折算
依据，来确定台氏液中的药物质量浓度，换算公式为：
药液质量浓度＝大鼠给药量／浴管中供试液体积［６］。
实验以ＬＤＨ为考察指标对肠囊的活性进行考察，时
间较短会导致透过小肠的组分较少，时间过长会诱发
离体的小肠腐坏，不能真实反映组分的透过吸收［８］。
实验结果表明，培养时间２．５ｈ较为适宜。０ｈ时

ＬＤＨ的活性为９５．２８Ｕ·Ｌ－１·ｃｍ－２，这可能与造
模时肠管的分段切割以及外翻操作本身有关。
广枣中主要成分包括黄酮类、酚酸类、有机酸类、
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挥发油类、香豆素类、多糖类和氨基酸等［９］，本实验在
课题小组前期关于广枣质量标准提高研究工作的基

础上，选择没食子酸和原儿茶酸作为广枣代表性成
分，在前期已经建立好的液相条件和检测波长下，这

２种成分在肠吸收液中也均能检测到，说明二者是以
原型的形式在小肠吸收的。专属性实验表明，没食子
酸和原儿茶酸能够完全分离，小肠内容物对广枣肠吸
收中二者检测分离没有造成干扰，进一步验证了分析
条件稳定、可靠。
没食子酸化学名为３，４，５－三羟基苯甲酸，是一

种多酚类化合物，具有抗炎、抗突变、抗氧化等多种
生物学活性［１０］，原儿茶酸对大鼠心肌缺血／再灌注损
伤具有一定的保护作用，表明没食子酸和原儿茶酸为
广枣有效成分，但几乎无相关文献报道其在药物动力
学实验方面的研究。研究结果表明，没食子酸和原儿
茶酸在大鼠各肠段均为线性吸收，ｒ２值均达到０．９０
以上，符合零级吸收速率相关特征。２个成分在相同
肠段的吸收差异较大，且同一个成分在相同部位不同
质量浓度的吸收也存在差异，验证了小肠对中药成分
具有选择性吸收，而不是简单的半透膜被动吸收过
程［１１］。肠道不同部位的吸收实验结果表明，十二指
肠＞空肠＞回肠＞结肠，这与之前的文献报道结果一
致［１２－１５］。越来越多的证据表明，药物转运体在中药的
肠吸收机制中扮演着重要的角色，如Ｐ－糖蛋白（Ｐ－
ｇｐ），多药耐药相关蛋白（ＭＲＰ）等［１６］，这也进一步说
明药物吸收除了如自身的化学结构及生物利用度等

因素外，同时还受到转运载体的影响。药物成分必须
通过肠黏膜上皮细胞才能进入血液，物质通过这些膜
的吸收机制主要包括自由扩散、易化扩散、主动运输、
外排分泌及胞内代谢等方式［１７－１８］，广枣提取物中２个
有效成分没食子酸和原儿茶酸在大鼠各肠段均为线

性吸收，ｒ２值均达到０．９０以上，符合零级吸收速率相
关特征，说明其可能的吸收机制为被动吸收。
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［１７］Ｃｈａｎ　Ｌ　Ｍ　Ｓ，Ｌｏｗｅｓ　Ｓ，Ｈｉｒｓｔ　Ｂ　Ｈ．Ｔｈｅ　ＡＢＣｓ　ｏｆ　ｄｒｕｇ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔ　ｉｎ　ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ　ａｎｄ　ｌｉｖｅｒ：ｅｆｆｌｕｘ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｌｉｍｉｔｉｎｇ
ｄｒｕｇ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．Ｅｕｒ　Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ，

２００４，２１（１）：２５－５１．
［１８］高坤，孙进，何仲贵，等．口服药物吸收中的生物药剂学

性质［Ｊ］．沈阳药科大学学报，２００７，２４（３）：１８６－１９２．

（收稿日期：２０１６－１１－１８）
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